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临床 研究 


机 械 法 准 分 子 激光 上 皮 欠 下 角膜 磨 镶 术 后 早期 泪液 中 肝 细 肥 生 
长 因子 合 量 与 角膜 上 皮 下 雾 状 赣 间 的 相关 性 


陈 AAT, REZ, REP 
广州 军区 广州 总 医院 眼科 ,广东 广州 510010 


摘要 :目的 观察 锡 眼 机 械 法 准 分 子 激光 上 皮 辩 下 角膜 磨 馈 术 (Epi-LASIK) 术 后 早期 泪液 中 肝 细 胞 生长 因子 (HGF) 含 量 的 
动态 变化 及 其 与 角膜 上 皮下 雾 状 混 儿 ( 雾 状 混 浊 ) 的 关系 。 方 法 24 只 (48 眼 ) 新 西 兰 白 兔 ,双眼 分 别 建立 切削 深度 100 pm 


Epi-LASIK 和 切削 深度 150 um Epi-LASIK 动 物 模型 。 采 用 酶 联 免 疫 反 应 吸附 实验 双 抗 体 夹心 法 测定 两 组 术 前 、 术 后 3、7、14、 
30 d 泪 液 中 HGF 的 水 平 ,并 观察 两 组 术 后 雾 状 混浊 的 情况 。 结 果 不 同 切削 深度 两 组 Epi-LAS 代 术 后 角膜 上 皮 均 于 3~5 d fei 
合 。 两 组 均 于 术 后 3 d 开 始 形成 雾 状 混浊 ,伴随 泪液 中 HGF 含 量 的 升 高 。150 pm 切削 深度 组 术 后 3、7、14、30 d 雾 状 混浊 程度 较 
100 hm 组 明显 (P<0.05), 且 泪液 中 HGF 的 水 平 明显 高 于 100 pm 组 (P<0.05)。 结 论 两 组 Epi-LASIK 术 后 早期 泪液 中 HGF 与 雾 


状 混浊 的 程度 表现 为 正 相关 ,上 且 与 切削 深度 相关 。 
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Association between hepatocyte growth factor in tears and corneal haze in rabbits early 


after epipolis laser in situ keratomileusis 
CHEN Jing, HAN Suning, ZOU Xiulan, ZOU Yuping 


Department of Ophthalmology, Guangzhou General Hospital of Guangzhou Command, Guangzhou 510010, China 


Abstract: Objective To study the dynamic changes of levels of hepatocyte growth factor (HGF) in tears and their association 
with corneal haze in rabbits early after epipolis laser in situ keratomileusis (Epi-LASIK). Methods Twenty-four New Zealand 
rabbits received Epi-LASIK with an ablation depth of 100 hm in one eye and of 150 um in the other eye. Before and at 3, 7, 14, 
and 30 days after the surgery, the level of HGF in tears collected from the rabbits was measured using enzyme-linked 


immunosorbent assay (ELISA), and corneal haze was graded after surgery. Results In all the rabbits, corneal epithelium 
healing occurred in 3 to 5 days after Epi-LASIK. Corneal haze appeared 3 days postoperatively in the rabbits accompanied by 
increased levels of HGF in tears. At 3, 7, 14, and 30 days after the surgery, the rabbits with an ablation depth of 150 um showed 
more obvious corneal haze (P«0.05) and significantly higher levels of HGF in tears than those with an ablation depth of 100 um 
(P«0.05). Conclusion In rabbits receiving Epi-LASIK, HGF levels in tears and the grade of corneal haze show a positive 
correlation early after the surgery and are both related with the depth of ablation. 


Keywords: epipolis laser in situ keratomileusis; tear; hepatocyte growth factor; haze 


角膜 上 皮下 雾 状 混浊 ( 雾 状 混浊 ) 是 准 分 子 激光 角 
膜 表 层 屈 光 手 术 不 可 避免 .也 是 最 环 手 的 并 发 证 之 一 ， 
严重 影响 患者 术 后 的 视觉 质量 和 远 期 疗效 中 。 通 过 改 
进 手术 方法 实施 的 机 械 法 准 分 子 激光 上 皮 斩 下 角膜 磨 
钵 术 (Epi-LASIK) 亦 不 能 完全 避免 筋 状 混浊 的 发 生 ”。 
角膜 切削 术 后 角膜 损伤 修复 过 程 中 角膜 上 皮 增 生 及 基 
质 成 纤维 细胞 活化 ,分 泌 和 产生 过 多 排列 紊乱 的 胶原 纤 
维 是 雾 状 混浊 形成 的 基础 和 。 肝 细胞 生长 因子 
(hepatocyte growth factor, HGF) 是 少数 能 阻止 纤维 化 
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的 细胞 生长 因子 之 一 ,已 有 人 研究 证 明 ,HGF 在 抑制 心 、 
肝 \ 肺 肾 、 皮 肤 \ 腹 膜 、 肌 腿 等 组 织 器 官 的 纤维 化 及 结构 
重建 方面 起 重要 作用 ,这 为 我 们 进一步 研究 其 是 否 
与 Epi-LASIK 术 后 雾 状 混浊 相关 提供 了 有 益 的 启示 。 
近年 来 泪液 中 发 现 的 细胞 因子 在 维持 眼 表 正常 功能 
损伤 修复 过 程 中 的 作用 越 来 越 引 起 大 家 的 关注 "*”。 本 
研究 通过 观察 不 同 切削 深度 Epi-LASIK 手 术 前 后 泪液 
中 HGF 含 量 的 变化 及 Epi-LASIK 术 后 雾 状 混浊 的 情 
况 ,探讨 HGF 与 雾 状 混浊 的 关系 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 及 分 组 
健康 普通 级 新 西 兰 大 白 免 24 只 (由 广州 军区 广州 
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总 医院 实验 动物 中 心 提供 ), 月 龄 4~5 个 月 ,体质 量 2.0~ 
2.5 kg, 雌 雄 不 限 , 术 前 眼科 检查 均 正 常 。24 只 实验 免 一 
眼 行 直径 6 mm 切削 深度 100 um Epi-LASIK 手术, 另 
一 眼 行 直 径 6 mm 切削 深度 150 um Epi-LASIK 手 术 。 
1.2 实验 仪器 和 试剂 

KM-5000D 微 型 角膜 上 皮 刀 (江苏 无 锡 康 宁 医 疗 电 
子 设备 开发 公司 ),VISX star4 准 分 子 激 光 治 疗 仪 (美国 
VISX 公 司 ), 速 眠 新 荆 注 射 液 和 苏醒 灵 注 射 液 (长 春 军 
需 大 学 兽医 研究 所 ) ,兔子 肝 细 胞 生长 因子 (HGF)ELI- 
SA 试剂 盒 ( 南 京 森 贝 伽 生物 科技 有 限 公 司 ) ,Multi- 
skanMK3 酶 联 免疫 检测 仪 (Thennolab 公 司 )。 
1.3 免 眼 Epi-LASIK 模型 的 建立 

24 只 实验 免 术 前 2 d 始 左氧氟沙星 眼 液 点 眼 , 4 次 /d， 
手术 当日 庆 大 霉 素 冲洗 结膜 吉 。 速 眠 新 下 注射 液 
0.1 mLkg 肌 肉 注射 全 身 麻 醉 , 盐 酸 奥 布 卡 因 滴 眼 液 表 
面 麻 醇 。 右 眼 : 微 型 角膜 上 皮 刀 制作 角膜 上 皮 激 , 行 光 
学 区 6.0 mm, 切 削 深 度 100 pm 准 分 子 激光 切削 后 ,上 皮 
办 复位 ; 左 眼 : 行 光学 区 6.0 mm, 切 削 深 度 150 hm 准 分 
子 激光 切削 。 滴 左氧氟沙星 腿 液 . 戴 角 膜 接触 镜 、 于 了 瞪 
裂 三 等 分 处 间断 缝合 瞪 缘 2 针 。 术 毕 苏 醒 灵 注射 液 按 
0.1 mL/kg 肌肉 注射 催 醒 。 术 后 左氧氟沙星 眼 液 点 眼 ， 
每 日 4 次 , 共 3 d。 术 后 3 d 拆 除 险 裂 颖 线 并 取出 角膜 接 
触 镜 ,所 有 手术 均 由 同一 术 者 操作 完成 。 
1.4 术 后 裂 际 灯 显微镜 下 观察 角膜 情况 并 记录 术 后 雾 
状 混浊 程度 及 分 级 

术 后 观察 角膜 上 皮 愈合 情况 ,并 于 术 后 3.7.14.30 d 
记录 雾 状 混浊 分 级 。 雾 状 混浊 分 级 标准 按照 Fantes 标 
准 趾 ,0 级 (角膜 完全 透明 );0.5 级 (裂隙 灯 显 微 镜 下 才能 
发 现 轻 度 点 状 混浊 );1 级 (裂隙 灯 显 微 镜 下 容易 发 现 混 
浊 , 但 不 影响 观察 虹膜 纹理 );2 级 (角膜 混浊 轻 度 影响 观 
察 虹膜 纹理 );3 级 (明显 混浊 中 度 影 响 观察 虹膜 纹理 );4 
级 (角膜 白斑 ,不 能 突 见 虹膜 )。 
1.5 泪液 采集 

准备 好 高 压 消 毒 灭 菌 后 的 直径 5 mm 的 定量 滤纸 
片 和 Eppendorf 管 ,于 术 前 和 术 后 3、7、14、30 d 每 天 同一 
时 间 用 消毒 后 的 眼科 钞 在 术 眼 下 窒 禾 结膜 圳 内 放置 消 
毒 后 的 5 mm 圆 形 滤纸 片 , 约 3 min 后 取出 滤纸 ,立即 放 
入 Eppendorf 管 内 ,重复 3 次 , 置 于 -20 冰箱 内 保存 。 
泪液 标本 的 采集 均 由 同一 人 操作 。 
1.6 HGF 含 量 检 测 

采用 双 抗 体 夹心 ABC-ELISA 法 检测 采集 的 泪液 
标本 中 HGF 含 量 。 用 抗 锡 HGF 单 抗 包 被 于 酶 标 板 上 ， 
标准 品 和 样品 中 的 HGF 与 单 抗 结合 ,加 入 生物 素 化 的 
抗 锡 HGF, 形 成 免疫 复合 物 连接 在 板 上 , 辣 根 过 氧化 物 
酶 标记 的 Streptavidin 与 生物 素 结合 ,加 入 底 物 工作 液 
显 蓝 色 ,最 后 加 终止 液 硫酸 ,在 450 nm 处 测 A 值 ,通过 


绘制 标准 曲线 求 出 标本 中 HGF 浓 度 。 
1.7 统计 学 分 析 

采用 SPSS17.0 统 计 软 件 处 理 数据 ,以 均 数 + 标准 差 
表示 ,采用 1 检验 和 相关 分 析 对 计量 资料 进行 统计 学 处 
理 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 角膜 上 皮 念 合 情 况 

不 同 切削 深度 两 组 Epi-LASIK 术 后 所 有 角膜 上 
皮 均 于 3~5 d 愈 合 。 切 削 深 度 100 hum 组 和 切削 深度 
150 hm 组 角膜 上 皮 愈 合 时 间 分 别 为 3.79+0.88 d 和 
4.01+0.71 d, 两 组 差异 无 统计 学 意义 (二 0.95 ,P=0.35)。 
表明 切削 深度 对 角膜 上 皮 愈 合 无 明显 影响 。 
2.2 术 后 雾 状 混浊 程度 及 分 级 

观察 不 同 切 前 深度 两 组 术 后 3、7、14、30 d 雾 状 混浊 
情况 并 记录 两 组 雾 状 混 省 平均 等 级 ( 表 1)。 在 未 采用 任 
何 干预 雾 状 混浊 形 成 措施 的 情况 下 ,两 组 术 后 均 未 发 现 
3 级 及 以 上 雾 状 混浊 产生 。 两 组 术 后 3 d 开 始 出 现 雾 状 
混浊 ,14 d 以 后 雾 状 混浊 有 所 减轻 。 术 后 3.7、.14.30 d 切 
削 深 度 150 m 组 雾 状 混浊 较 100 hm 组 重 (P<0.05, 表 1)。 


表 1 两 组 术 后 不 同时 间 点 雾 状 混 浊 平 均等 级 的 比较 
Tab.1 Comparison of haze grade between the two groups at 
different time points after operation (MeansSD) 


Time after operation 


Group 

3d 7d 14d 30d 
100 um 0.23+0.22 1.14+0.30 0.88+0.27 0.64+0.40 
150 hm 0.42+0.32 1.46+0.36 1.20+0.33 0.92+0.39 
t 2.40 3:35 3.68 2.46 


P 0.02 0.002 0.006 0.02 


2.3 术 后 泪液 中 HGF 含 量变 化 

记录 不 同 切削 深度 两 组 术 前 及 术 后 3.7.14.30 dH 
液 中 HGF 含 量 ( 表 2)。 两 组 术 后 3、7、14 d 和 切削 深度 
150 hm 组 术 后 30 d 泪 液 中 HGF 含量 与 术 前 比较 差异 均 
有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 2) ,切削 深度 100 hm 组 术 后 
30 d 泪 液 中 HGF 含 量 仍 略 高 于 术 前 。 术 后 3、7、14、30 d 
切削 深度 150 hm 组 泪液 中 HGF 含量 明显 高 于 100 pm 
组 (P<0.05, 表 2)。 
2.4 泪液 中 HGF 与 雾 状 混浊 形成 的 关系 

不 同 切削 深度 两 组 在 Epi-LASIK 术 后 3.7.14.30d 
泪液 中 HGF 含 量 与 雾 状 混浊 的 平均 等 级 之 间 表 现 出 明 
显 正 相关 (P<0.05)。 


3 讨论 
本 实验 中 兔 腿 Epi-LASIK 术 后 角膜 上 皮 愈 合 时 间 
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表 2 两 组 术 后 不 同时 间 点 泪液 中 HGF 含量 变化 


Tab.2 Comparison of HGF in tears between the two groups at different time points after the operation (pg/mL, MeanxSD) 


Time after operation 


Group Pre-operation 

3d 7d 14d 30d 
100 um 192.12+24.32 463.54+90.44* 776.34+86.16* 349.10+77.54* 207.55+82.62 
150 hm 189.43+26.15 521.76+79.51* 822.22+60.24* 418.63+62.88* 261.56+89.94* 
t 0.37 2:37 2.14 3.41 2.17 
P 0.71 0.02 0.04 0.001 0.04 


* P«0.05 different times after operation vs Pre-operation. 


293-5 d, 与 其 他 研究 者 的 报道 相似 “”。 实 验 中 切削 深 
度 150 hm 组 术 后 雾 状 混浊 明显 高 于 切削 深度 100 hm 
组 ,符合 其 他 学 者 关于 雾 状 混浊 与 切削 深度 关系 的 研究 结 
果 , 切 前 深度 越 深 ,角膜 届 光 手术 后 筋 状 混 溃 越 明显 "9。 

既往 研究 表明 HGF 不 仅 在 角膜 生理 平衡 方面 发 挥 
作用 ,而 且 在 角膜 的 损伤 修复 过 程 中 起 着 重要 作用 。 角 
膜 组 织 主要 由 角膜 上 皮 细 胞 .角膜 纤维 细胞 和 角膜 内 皮 
细胞 三 种 细胞 组 成 。 通 过 动物 实验 得 出 角膜 内 皮 细 胞 
和 纤维 细胞 可 产生 HGF 并 表达 HGF 受 体 ,而 角膜 上 皮 
细胞 仅 表 达 HGF 受 体 , 但 体外 角膜 组 织 研究 表明 角膜 
上 皮 细 胞 也 可 以 表达 HGF, 只 是 表达 的 含量 很 低 。 同 
时 泪液 .泪腺 及 泪 膜 中 也 测 出 HGF 的 存在 中。 本 实验 
中 两 组 术 前 泪液 中 存在 一 定 含量 的 HGF ,说 明正 常 机 
体 状 态 时 ,泪液 中 存在 的 微量 HGF 调节 着 正常 角膜 上 
皮 细 胞 的 代谢 平衡 。Epi-LASIK 手术 制 作 角膜 上 皮 瓣 ， 
产生 上 皮 损伤 , 上 皮 细 胞 释放 的 细胞 因子 介 导 浅 层 基 质 
角膜 细胞 的 凋 亡 并 诱发 切除 区 周围 残留 的 角膜 细胞 开 
始 增殖 ,同时 邻近 的 基质 内 成 纤维 细胞 开始 激活 .增殖 
并 在 损伤 后 重新 分 布 于 前 基质 。 既 往 研究 表明 角膜 损 
伤 后 角膜 成 纤维 细胞 的 HGF 和 受 体 的 mRNA 的 表达 明 
显 增 强 ,HGF 和 其 受 体 分 泌 增 加 ,角膜 成 纤维 细胞 分 泌 
的 HGF 通 过 旁 分 泌 作用 于 角膜 上 皮 细 胞 ,与 角膜 上 皮 
细胞 表达 的 其 特异 性 受 体 结合 ""。 本 实验 中 两 组 Epi- 
LASIK 术 后 早期 兔 眼 泪液 中 HGF 含 量 明显 上 升 ,我们 
推测 泪液 中 HGF 与 角膜 成 纤维 细胞 分 泌 的 HGF 共同 
通过 旁 分 泌 作 用 于 角膜 上 皮 细 胞 ,促进 角膜 上 皮 细 胞 增 
殖 分 化 迁移 ,完成 其 早期 损伤 修复 。 这 与 其 他 学 者 研究 结 
论 相同 ,在 角膜 损伤 中 HGF 可 以 促进 角膜 上 皮 修 复 呈 。 
角膜 上 皮 的 完整 性 是 减少 届 光 手术 后 雾 状 混浊 的 关键 
所 在 ,因此 泪液 中 HGF 有 可 能 是 阻止 届 光 手术 后 雾 
状 混浊 有 益 的 细胞 生长 因子 。 角 膜 创 伤 后 转化 生长 因 
子 BL(TGF-B) 通 过 对 炎症 细胞 、 上 皮 细 胞 和 成 纤维 细胞 
的 趋 化 迁移 增生 和 分 化 作用 来 调节 修复 过 程 ,并 促进 
细胞 外 基质 成 分 的 合成 和 分 泌 ,同时 抑制 胶原 酶 的 合 
成 ,降低 胶原 纤维 的 分 解 , 造 成 上 皮下 基质 胶原 纤维 堆 
积 于 。TGF-B 是 导致 角膜 届 光 手术 后 雾 状 混浊 的 关 


键 细 胞 因子 ,TGF-B. 能 诱导 活化 的 角膜 细胞 问 肌 成 纤维 
细胞 转化 ,而 肌 成 纤维 细胞 的 出 现 是 影响 角膜 透明 性 即 
雾 状 混浊 形成 的 主要 决定 因素 "”*。 在 其 他 组 织 器 
官 :如 心 . 肝 . 虹 皮肤. 肌 妥 口腔 黏膜 等 ,有 研究 发 现 ， 
HGF 能 通过 抑制 TGF-B, 达 到 抑制 纤维 化 的 作用 , 促 纤 
维 化 细胞 因子 TGF-B 与 抗 纤维 化 细胞 因子 HGF 的 失衡 
是 组 织 器 官 纤维 化 发 生 ,发 展 的 重要 机 制 咱 2。 既往 
研究 表明 ,泪液 中 TGF-B. 含 量 与 角膜 届 光 手术 后 雾 状 
混浊 程度 呈正 相关 中。 本 实验 中 Epi-LASIK 术 后 早期 
切削 深度 150 um 组 泪液 中 HGF 含 量 高 于 100 hm 组 , 泪 
液 中 HGF 含 量 与 雾 状 混浊 的 平均 等 级 之 间 表 现 出 正 相 
关 。 因 此 我 们 推测 在 角膜 届 光 手术 后 ,HGF 有 可 能 是 
通过 持 抗 TGF-B 来 发 挥 抑制 雾 状 混浊 的 作用 。 故 切削 
越 深 ,角膜 雾 状 混浊 越 严 重 ,机 体 产 生 相 应 越 多 的 内 源 
性 HGF 来 促进 角膜 修复 , 当 内 源 性 HGF 不 能 充分 抵消 
TGF-B 的 作用 时 , 便 产 生 了 雾 状 混浊 。 能 和 否 通过 增加 外 
源 性 HGF 使 其 与 TGF-B. 达 到 某 种 再 平衡 ,为 干预 角膜 
屈 光 手 术 后 雾 状 混浊 提供 了 新 的 思路 。 

综 上 所 述 ,HGF 参 与 了 Epi-LASIK 术 后 早期 角膜 
伤口 愈合 过 程 ,泪液 中 HGF 与 雾 状 混浊 的 程度 表现 为 
正 相 关 , 且 与 切削 深度 相关 。 但 HGF 在 角膜 届 光 手术 后 
雾 状 混浊 中 的 作用 及 分 子 生 物 学 机 制 仍 需 进一步 探讨 。 
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